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1 緒  言
 ア ミロー スが その らせ ん内部 に疎 水性物質 を取 り込
み,包 接化 合物 を作 る ことは占 くか ら知 られ てい る。
しか し,そ の包接 機構iおよび ア ミロースその ものの溶
液物 性 につ いて はその溶液 が不安 定 なため.ま だ不明
な点が多 い。
 謝名堂 ら1》によれ ば,ア ミロース は4M尿 素存 在下
で,炭 化水 素鎖 を持 つ ドデ シル硫酸 ナ トリウム(SDS)
と安定 な可 溶性複 合体 を形成 す る。 この複合物 の会合
定 数 は比較 的大 き く,0.1～0.SooSDSの 存 在下 で電気
泳動 を行 うと,明 瞭 なバ ン ドを示 した。 分 子量4,000
の短鎖 ア ミロースにつ いて の測定2)に よれば,pHg.4
にお け るSDSと の結 合定数(K)は5×10-3M(25℃)
で,最 大結 合 サ イ ト数 は1で あ り,更 にそ の包 接化が
エ ンタル ピー駆動 の過程 で ある ことが示 唆 された。 し
か し,pH12に おけ る高 分子 ア ミロース(M.W.16,000
以上)と オクチル基 との相 互作用 は疎水結 合性 の もの
で あ ると考 え られて い る3)。
 このよ うに ア ミロース の 溶 液 中 に お け るconfor-
mationや 疎水性物 質 との相互 作用 は,ア ミロー スの分
子量 および溶媒 の種類やpHに 大 き く依 存 す ると考 え
られ る。 そ こで本実験 で は.中 性領域 にお け る疎水性
物質 の包接化 に伴 うア ミロースのconformation変 化 に
注 目 し,分 配 係数(K)の 微小 な 変 化 に 敏感 なDif・
ferential frontal gel chromatographyを 用 いで,相 互
作用 の機構 につ いて 調べ るこ とを 目的 と した。
もに沈殿す る。 しか し.尿 素 は水 の構 造変化 を通 じて
疎水性物質 の包接化 を妨 げ る ことが 知 られ て いる。従
って.溶 媒 としてi/5Mリ ン酸緩 衝液(pH7。0)を,ま
た試料 として は水 溶液中 で比 較 的安 定で扱 いやす い短
鎖 ア ミロース(Amylose EX-1, DP 17,林 原)を 用
い るこ とに した。
 短鎖 ア ミロースは加熱 によ り容 易 に溶解 す るので,
直接緩衝液 に加熱溶解 し,試 料溶 液 とした 。
 使 用 したSDSと 他 の試薬 はすべて 特 級 試 薬 を用 い
た。
2. Differential frontal gel chromatography(DFC)
  4),5),6)7)
 i)原 理
 A,Bの2成 分 を含む相互 反応 のゲル炉 過 によって
得 られ るFrontal pattern(ヒ タイ形 溶 出パ ター ン)か
ら,ど のよ うな情 報が得 られ るか につ いて 簡単 な説 明
を加 えてお きたい。今,溶 出パ タ ー ンが 平 坦 な 部 分
(plateau region)を 与え るの に 充分 な量 の(A+B)
混合液 を カラムに加えた場合 につ いて考 えてみ る。た
だ し.KAくKBと す る(Kは 分 配係数)。 この場合.β
の先 行界面 を境 に してdはBが 存在 しな い αゾー ンと,
皿 方 法
1,試 料の調整
 アミロースは水に難溶で.そ の水溶液 は4M尿 素が
存在 しない場合はきわめて不安定で,時 間の経過とと
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図1 Differential frontal gel chromatographyによ る
フロン タル パタ ーン例
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Bが存在するβゾーシの2つの異なる諮媒雰囲気中を
移動することになる。この際，もしdとBの相互作用
によってAの分子ディメンジョンが変化するのであれ
ば，Aのαゾーンと βゾーンにおける移動速度に差が
生じ，その結果，高さ(濃度)の違う 2つの平坦部
(Cα とCp) ができる(図 1)0Ca とCβ の比はAのα
及びβゾーンにおける分配係数の関数になる。即ち
KAS=Ks一一包(Ks-KAa)
Uβ 
ここで，KAaはアミロースの分配係数，K/はSDS存
一一(。
在下のアミロースの分配係数，Ksはアミロース存在
下のSDSの分配係数である。
i) 方法
Frontal分析の分析条件に合うよう Bio-GelP-10を
使用した。カラムは内径 1cm，高さ34cmのもので，温
度コントロールができるようにジャケット付のものを
用いた。流速は5ml/hrに保ち， SF-1ooG型のミニフ
ラクションコレクター (Toyo)を使って， 0.5mlの分
画を集めた。
アミロースの定量はフェノール硫酸法で.また SDS
の定量は Epton法の改良法的で行い，オクタノールは
ヘキサンで抽出後，ガスクロマトグラフィーによって
検出した。
E 結果
図2はアミロース単独の場合(a)と，アミロース (10
0μM)とSDS(300μM)の混合溶液30mlを流した時(b)
I (a) 0.41 
l， ， ，¥ 
の (b) • Amylose . 0.4 
D 。 ，"'.fi".-・-・可 。
p+2 
0.2ト . ， -If llo-oQQ j σt0Z3 1 
。し/， AE 
コヨ、X
¥， 
20 Vs 30 40 50 
Ve (ml) 
図2 アミロース単独 (a)，アミロースーSDS混合溶液
(b)を流した時の溶出ノζターン
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のDFCの結果である。このフロンタルパターンから明
らかなように.予想された通りアミロースは 2つの平
坦部に分かれた。溶出パターンの先行部にくぼみが生
じていることから，アミロースはSDSとの相互作用の
結果，分子のストークス半径を小さくするということ
がわかる(おそらく.包接化合物を形成するために，
より安定なヘリックス化が起こるためであろう〉。そ
こで両平坦部分のアミロース濃度 (Ca，Cρ，および
溶出容積 (Vs)を測定し.SDSが存在する場合の分配
係数 (KAfJ) を(め式より求めた。
分配係数 (K)の変化は， Ogston9)の式によってス
トークス半径(r)の変化に換算することができる。
即ち Ogstonによれば，Kとゲルの繊維濃度 (l)お
よびγの聞に次の式が成立する。
K=e-πIr2 一一(2)
KAaおよび KASはそれぞれ KA"'=e-πI<rAa)2， KAP = 
eπI(r AP)2と書けるから，この 2つの式から γAfJ/rAaに
ついて解けば
IA♂8イ(
γAaα， ln KAaα/ 
が得られる。表 1にはこのように計算された結果が示
表1 S凶包接化に伴うアミロースのストークス
半径の変化
¥¥i|C叫AalcωfM〕l|Fs叶iu/YAa|  
SDS(μM) 
iω8 I 128.8 I 26.8 I 0.94 
300 |凶 2I 123.2 I 26.2 I 0.92 
600 |ω01m3i270|088 
されている。また溶質濃度依存性を調べるため， SDS 
濃度をかえて (cmc以下)実験を行ったと乙ろ， SDS 
濃度に比例して CAP/CAaも大きくなり，ストークス半
径はSDS600μMで0.88倍になった。
図2(b)に示される SDSの後続の平坦部は遊離形の
SDS濃度を示すので，乙れより結合形のSDS量を求め
ることができる(表2)。このデータをもとに， lang-
表2 アミロースに結合するSDS量
Amylose 
(μM) 
SDS SDSfree 
(μM) (μM) 
SDSbound SDSbound/ 
Amylose (μM) (g/g) 
97 
101 
136 
114 
110 
270 
313 
493 
?????
??
??
0.0384 
0.0510 
0.0570 
0.0675 
74 
220 
251 
419 
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図3 Langmuirの逆数プロット
。
muir plotを行ったのが図3である。こ乙で縦軸の切
点(最大結合サイト数 (n))は 1となり，謝名堂ら2)
のpH9.4における結果と一致した。
SOSの代わりに，非イオン性のオクタノールについ
て同様にゲjレ炉過を行ったと乙ろ.SOSの場合と同じ
くアミロースのストークス半径は小さくなることがわ
かった(図4)。また.緩衝溶液とアミロース溶液(0.3
%)に対するオクタノーノレの溶解度をガスクロマトグ
ラフィーで測定したところ，それぞれ0.35mg/gH20 
と0.44mg/gH20となり，アミロース溶液の方がオク
タノーノレをよく溶かすことがわかった。この乙とは，
オクタノ-}レのアミロースによる包接化がエネルギー
的に有利であるということを示している。
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図4 アミロースーオクタノー}viA合路拡を流した時
のアミロースの溶出パターン
次lと塩による影響を調べるため.O.lM NaClおよび
1M NaCl中でフロンタル分析を行い， その結果を比
較した。 SOS濃度はcmc(臨界ミセル濃度.0_13mM) 
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図5 SOSの cmcの測定
(250Cにセットしたカラム (lcmXI0cm)に
0.5mMのSOS溶液10m1を流した。溶出溶媒は
1MNaC1。後続のプラトーが遊離の SOS濃度
(cmc)に相当する。〉
より低いO.lmMで行った。 (1MNaCl における cmc
は Bio-GelP-2によるアロンタル分析より求めた10)
(図5))。結果は図6K示すように.0.lMの場合はア
ミロースの溶出パターンに明確な変化は見られないが.
1Mの場合には明らかに KAsの増加が起る。このよう
なnonchaotropicな塩の効果はアミロースとSOSの相互
作用が疎水結合性であるということを示している。
0.4~ 0.1 M NaCI 
0.2 
? ??
?
??? ?? ?? ?
??
??
??
? ?
0.2 
。
30 40 
Ve (ml) 
図6 アミロースーSOSの OFC(塩による影響)
町考察
SOSモノマーとアミロース.およびオクタノールと
アミロースの系が極めて類似した反応溶出パターンを
与えることから，これらの疎水性溶質のアミロースと
の相互作用は. S042一基ゃ OH一基ではなく.炭化水
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素鎖lともとづくものと考えられる。乙の相互作用の結
果として起るアミロースのストークス半径の減少 (0.
88倍〉は，包接化合物(c)の形成によって構造的にlレ
ーズだったアミロース(R)のヘリックスが安定化する
ためであろう(図 7)。即ち，アミロースのヘリックス内
ゲ グ十一手都
R C 
図7 アミロースとSDSの結合モデル
部の疎水的な面と炭化水素鎖の聞に疎水結合が形成さ
れると同時に，ヘリックスが協調的に安定化するもの
と考えられる。もし，ヘリックスの状態が反応の前後
において変化しないのであれば.デキストランと SDS
11)，12Lデキストランと脂肪族アノレコール13)およびマjレ
トオリゴ糖とオクタノ -Jレ14)の系と[8]じように，この
反応系も吸熱過程あるいはエントロピー駆動の過程で
あろうと予想される。しかし，実際には温度の上昇と
ともに，アミロースと SDSおよびオクタノールとの相
互作用は弱くなるのこの結果は次のように説明するこ
とができる。即ち，もし HR>Hc.SR)>SCであれば，
調度の増加とともに平衡は左の方へ傾き，ランダムコ
イルの生成がエネルギー的に有利になる。事実.林ら
15)は蛍光偏光度の温度依存性から，中性溶液中のアミ
ロースでは.600Cでランダムコイルごヘリックス転位
が起ると結論しているopH9の溶液中における低分子
アミロースと SDSとの複合物形成がエンタルピーの減
少に基づくのも2)，結局は弱アルカリ中でランダムな
状態にあったアミロースが包接化合物形成によって極
端なエントロピー損失をきたす結果だと考える乙とが
できる。一方，アミロースの分子量が大きくなると
(例えば16，000の場合入複合物形成が強アルカリ中で
も(pH12)エントロピー駆動になるが3)' それはおそ
らく， pH12でも高分子アミロースは可成りの程度.ヘ
リックスの形で存在していることを示唆するものであ
ろう問。即ち.長鎖のアミロースヘリックスの場合，
ヘリックス構造がこわれたルーズな部分が何ケ所かに
形成されることによって，エントロピー的に可成り緩
和され，結果的にはヘリックス含量が高い状態をとり
うるのであろう。
最後に塩の影響について簡単にふれておきたい。食
塩のような nonchaotropicな塩は疎水基に対する塩析
効果が極めて強い。従って アミロースヘリックスに
対するよりも炭化水素鎖に対する塩析効果によって，
- 43-
包接化合物(疎水結合)の形成を促進するものと考え
られる。
終りに，本実験にあたり御指導下さいました謝名堂
日信教授に深く感謝致します。また，本研究の実験に
直接携わった本研究室卒業研究生，中川章世さんに深
く感謝致します。
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付録
アミロース (A)とSDS(s)の系について，質量
保存則を適用すると次の式が導かれる。
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CAflVl，=CAfI(V A十VL-Vs)十CAa(vs-VA)ー (2)
CAa(vs-VA)=CAfI(VS-VA) 
V-:-VA CAajCAfI=7r-~竺 一ー (3)
Vs-VA 
ここで、
CAa : SDSが存在しない所のアミロース濃度
CAfI: SDS存在下のアミロース濃度〈初濃度〉
VA :アミロースの溶出容積
VA : SDS存在下のアミロースの溶出容積
Vs :アミロース存在下のSDSの溶出容積
VL :カラムに加えたサンプJレ量
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(3)式が得られ，一般に V.=Vo十KAVVj であることか
ら
._ ~ K<:-KAfI cαjCA(Jー ÷三一&&.'1 一一村)
.'1 1'"'.'1' - Ks-KAa 
となり，ゆえに
KAfI=Ks-CAajCAfI(Ks-KAa) 一一(1)
式(1)が尊かれる。
ヲ・'ヲ・ ーヂ志、ー、ー」[口r口ん々恥αa: ア…ミ何~一ロト…一→一ス
即…:泊釦町叩一特納町在肝…下
Ks:アミロ一ス存存.在下のSDSの分配係数
